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Fig．7．　Stability　in　the　activity　of　amino・
　　　　　　pyrine　demethylase　in　frozen　9，000
　　　　　　xgsupematant　fraction．　The
　　　　　　　activity　expressed　as　ug　of　for・
　　　　　　tnaldehyde　formed／g　liver／10　min．
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8．　Stability　in　the　activity　of　aniline
　　hydroxylase　in　frozen　9，000　x　g
　　supematant　fraction．　The　activity
　　expressed　as　ug　of　p－aminophenol
　　fomled／g　liver／10　min．
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Fig．6．　The　effect　of　nicotinamide　on
　　　　　　　hexobarbital　oxidase　activity　in
　　　　　　　9，000xgsupernatant　fraction．
　　　　　　　Enzyme　activity　expressed　asμ9
　　　　　　　0f　hexobarbital　consumed／g　liver／
　　　　　　　10min．
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Fig．　9．　Stability　in　the　activity　of　hexo・
　　　　　　barbital　oxidase　in　frozen　9，000　x
　　　　　　　gsupematant　fraction．　The　aCti・
　　　　　　vity　expressed　as　ug　of　hexobar－
　　　　　　bital　consumed／g　liver／10　min．
のであり，NADPの濃度が0．17　mM以上で活性
の抑制が見られた．Fig．　6はhexobarbital　oxi．
daseの活性についてNADPの濃度を0．05　mM
から0．4mMまでの範囲で測定したものであり，
’
20 倉橋：フッ化ナトリウムのラット肝薬物代謝酵素に及ぼす影響
NADPの濃度が0．34　mM以上で活性の抑制が見
ちれた．
　薬物代謝酵素活性の保存安定性
　実験に用いる酵素標本は新群なものを用いるこ
とが望ましいが，都合で翌日以後に測定すること
があるため，目的とする薬物代謝酵素活性の保存
安定性を調べて活性の低下を見ないうちに測定を
完了させる必要がある．今回の実験に必要な期間
を1週間以内と考え，freezer中に酵素標本を一
20℃で5日間凍結保存し，これらの活性の経日
変化について測定した．Fig．7はaminopyrine
demethylaseにっいて測定したものであるが，活
性は1日毎に8％～17％減少し6日間で約60％
の低下を見た．Fig．8はaniline　hydroxylaseにっ
いて，Fig．9はhexobarbital　oxidaseについて測
定したものであるが，ともに活性は6日間安定で
あり低下は見られなかった．
考 察
　薬物代謝酵素に対するフッ化ナトリウムの影響
は，in　vitroの実験ではフッ素の濃度の増加にと
もないaminopyrine　demethylaseの活性をやや
抑制し，さらに高濃度ではhexobarbital　oxidase
の活性も抑制したが，aniline　hydroxylaseの活性
は逆に増加するという結果を得た．aniline　hy・
droxylase活性の増加原因を知るため酵素標本ま
たはcofactorの一方を除いて測定したが，いずれ
も活性がなかったためフッ素の存在がanilineの
ln　Vltroでの代謝をなんらかの理由で促進してい
るものと思われたが詳細については今後更に検討
したい．
　1n　vlvoでは肝のフッ素量が対照群と有意差を
持つ群においてhexobarbital投与による睡眠時
間が有意に延長され，hexobarbital　oxidase活性
もほぼ同様のフッ素濃度で抑制されたが，amino・
pyrine　demethylase活性およびaniline　hydro・
xylase活性については有意差を生じなかった．ま
た19ppm以下のフッ素濃度は薬物代謝酵素に影
響を与えず，更にフッ素の影響はin　vivoとin
vltroでは異なることが示された，
　薬物代謝酵素活性を測定する際に，co－factor
mlxtureにnicotlnamideを加えるのは添加した
NADPが酵素標本中に存在するNADPaseによ
り分解されるのを防止する目的で加えられてきた
が，Schenkmanらにより薬物代謝酵素活性も抑
制されることが明らかにされた19）．今回の結果か
らは，NADPが低濃度の場合はnicotinamideを
加えた方が高い活性を示したが，NADPが高濃度
の場合はnicotinamideを加えない方が高い活性
を示し，更にNADPの高濃度の時が酵素反応の
maximal　velocity　であることから，なるべく
incubationの時間を短縮してNADPの添加量を
増し，nicotinamideを加えない方が良いと結論さ
れた．
　薬物代謝酵素の保存安定性にっいては，Leib・
manがacetanilide，　aminopyrine，　pentobarbital
およびchlorpromazineの代謝に関して10，
000×9上清を酵素標本として一15℃で2ケ月
以上保存した時の活性の低下は25％程度である
と報告している14）．またKamatakiらがaniline
hydroxylase活性にっいて肝9，000×9上清を一
20℃で6ケ月間保存した時の活性低下は32％で
あった11｝．今回の結果から1週間以内でのaniline
hydroxylaseおよびhexobarbital　oxidaseの活
性測定には凍結保存した酵素標本を用いることが
可能であるが，aminopyrine　demethylase活性の
測定には必ず新鮮な酵素標本を用いなければなら
ないことが示された．
結 論
　フッ化ナトリウムのラット肝薬物代謝酵素に対
する影響をin　vitroおよびin　vivoで測定し，合
わせてincubation　medium中にnicotinamideを
添加することの可否，および凍結保存による薬物
代謝酵素活性の安定性について調べた．
　in　vitroでのフッ素の影響は，その濃度の増加
にともないaminopyrine　demethylase活性およ
びhexobarbital　oxidase活性を抑制する傾向に
あったがaniline　hydroxylase活性は逆に増大し
た．
　in　vivOでのフッ素の影響は，肝のフッ素量が対
照群と有意差を生じる76ppm群以上でhexo・
barbitar投与による睡眠時間が延長され，　hexo・
barbital　oxidase活性も抑制されたがaminopy・
rine　demethylase活性およびaniline　hydroxy・
1ase活性は有意差がなくin　vitroとは傾向の異
なる結果を生じた．またin　vivoおよびin　vitro
ともに19ppm（1　mM）以下の濃度では影響を認
松本歯学
．．ﾟなかった．
　　incubation　medium中にはNADPの添加量を
増してincubationの時間を短縮すればnicotina・
mideを加えない方が良い結果を得た．
　　肝9，000×9上清酵素標本を5日間凍結保存し
た時の安定性はaniline　hydroxy】ase活性および
hexobarbital　oxidase活性で変化がなく，　ami・
血opyrine　demethy】ase活性のみ1日毎に8％
～17％の低下を生じた．
　　稿を終るにあたり，御校閲を賜った松本歯科大
学歯科薬理学教室前橋浩教授に謝意を表します．
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